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1. Εισαγωγή 
 1.1 Η  τσιπούρα (Sparus  aurata) - γενικά χαρακτηριστικά  και  καλλιέργεια   
Συστηµατική κατάταξη:    
Βασίλειο: Ζώα (Animalia)  
Φύλο:  Χορδωτά (Chordata)  
Κλάση: Ακτινοπτερύγιοι (Actinopterygii)  
Τάξη: Περκόµορφα  (Perciformes)  
Οικογένεια: Σπαρίδες  (Sparidae)      
Γένος:  Sparus 
Είδος:  Sparus aurata 
  
Μέγιστα µεγέθη: Η τσιπούρα µπορεί να φτάσει σε µήκος τα 70 cm ενώ το 
µεγαλύτερο δηµοσιευµένο βάρος για ψάρι του είδους είναι τα 17,2 kg. Το ψάρι έχει 
µέγιστη ηλικία τα 11 χρόνια  σε  συνθήκες  κράτησης . http://www.fishbase.org.  
 
Εξωτερικά χαρακτηριστικά: Η εµφάνιση του ψαριού είναι λίγο πολύ γνωστή. Μια 
µεγάλη µαύρη κηλίδα στο τέλος του βραγχιακού επικαλύµµατος σε ένα ασηµένιο 
φόντο, είναι το σήµα κατατεθέν της τσιπούρας. Το έντονο κυρτό προφίλ, δίνει στο 
ψάρι µια όµορφη αγριάδα και έναν αέρα κυριαρχίας. Οι κάθετοι ασηµόγκριζοι 
χρωµατισµοί που αποκτά το ψάρι όταν είναι λίγο νευρικό, όταν είναι σε περίοδο 
αναπαραγωγής ή όταν κυνηγά για να συλλάβει την τροφή του, ολοκληρώνει την 
εικόνα του ψαριού. http://www.fishbase.org 
 
Βιολογία/Αναπαραγωγή: Η τσιπούρα είναι πρώτανδρο ερµαφρόδιτο είδος, δηλαδή 
γεννιέται πρώτα ως αρσενικό και µετά το πέρας περίπου 3 χρόνων κάνει αναστροφή 
φύλου και γίνεται θηλυκό. Έτσι στα πρώτα δύο χρόνια της ζωής του ως αρσενικό, 
έχει 20-30 cm µήκος και ζυγίζει γύρω στα 350-400 g. Στον τρίτο χρόνο, που γίνεται 
θηλυκό, το µήκος της είναι συνήθως 33-40 cm και ζυγίζει από 600 g και πάνω. Η 
αναπαραγωγή της τσιπούρας λαµβάνει χώρα από τον Οκτώβριο µέχρι και το 
∆εκέµβριο στην ανοιχτή θάλασσα. Ένα θηλυκό, µπορεί να γεννάει 20.000-80.000 
αυγά καθηµερινά κατά τη διάρκεια αυτής της περιόδου. Ο γόνος που θα παραχθεί, θα 
κολυµπήσει στα ρηχά νερά, εκεί που µπορεί να βρει µεγαλύτερη ασφάλεια και 
αφθονία τροφής, όπου και θα µείνει µέχρι τον επόµενο Οκτώβρη. Μετά θα 
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ενσωµατωθεί στο αρχικό κοπάδι, θα λαµβάνει µέρος στην αναπαραγωγή και θα το 
ακολουθεί στις µετακινήσεις του. Κάτι αξιοσηµείωτο για την τσιπούρα είναι ότι ενώ 
µπορεί να είναι σε διαδικασία αλλαγής φύλου από αρσενικό σε θηλυκό, µπορεί να τη 
διακόψει, και να ξαναπαράξει σπέρµα για την ερχόµενη αναπαραγωγική περίοδο. 
http://www.fishbase.org 
   .                           
Τόπος/τρόπος διαβίωσης: Η τσιπούρα σχηµατίζει κοπάδια πολυµελή ή ολιγοµελή, 
ενώ κάποιες φορές, µεγάλα θηλυκά άτοµα µπορεί να βρεθούν να κυνηγούν µόνα τους 
για µια περίοδο. Τα βάθη που κινούνται συνήθως είναι µέχρι τα 40 µέτρα, ενώ το 
µεγαλύτερο βάθος που έχει εντοπιστεί ψάρι είναι τα 150 µέτρα. Παρόλα αυτά ψάρια 
5 - 6 κιλών, είναι πιθανόν να τα βρούµε σε αρκετά ρηχά νερά, λιγότερο από 10 µέτρα. 
Είναι ευρύαλο και ευρύθερµο είδος, γεγονός που καθορίζει σε πολύ µεγάλο βαθµό 
τον τρόπο ζωής του, καθώς και που το συναντάµε. Πιο συγκεκριµένα, την τσιπούρα 
µπορούµε να τη βρούµε όχι µόνο στη θάλασσα, αλλά και κοντά σε εκβολές ποταµών, 
µέσα σε λιµνοθάλασσες και µέσα σε ποτάµια σε κοντινή απόσταση από τη θάλασσα. 
Απαντάται συνήθως σε επίπεδους βυθούς µε τραγάνα, λάσπη ή φύκια καθώς και σε 
λιβάδια ποσειδωνίας. Προτιµά αυτούς τους βιοτόπους, γιατί εκεί βρίσκει πιο εύκολα 
την τροφή της η οποία αποτελείται κυρίως από όστρακα, όπως µύδια, στρείδια και 
κυδώνια, και πιο σπάνια από θαλάσσια φυτά και φύκη. Θα τη βρούµε επίσης να 
κινείται και σε βυθούς, µε πέτρες και πλάκες (όπου µπορεί και να βραχώσει), που 
συνορεύουν µε τα προαναφερθέντα περιβάλλοντα. http://www.fishbase.org 
 
Εξάπλωση: Στον Ατλαντικό εξαπλώνεται από τη Μεγάλη Βρετανία, στις ακτές της 
Πορτογαλίας, στα Στενά του Γιβραλτάρ ως το Πράσινο Ακρωτήρι και γύρω από τα 
Κανάρια νησιά έως τη Σενεγάλη, ενώ απαντάται στη Μεσόγειο και στη Μαύρη 
θάλασσα (Εικ. 1.1). Στην Ελλάδα συναντάται κυρίως στο Αιγαίο, από το Πόρτο 
Λάγος έως τα ∆ωδεκάνησα, καθώς και σε κόλπους όπως ο Θερµαϊκός, ο Σαρωνικός, 
ο Κορινθιακός, ο Πατραϊκός και τη λιµνοθάλασσα του Μεσολογγίου. 
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Εικόνα 1.1. Εξάπλωση του είδους Sparus aurata- (www.fao.com) 
 
 
Κατά τον Barnabé (1990) και σύµφωνα µε παρατηρήσεις κατά την εκτροφή, οι 
παράγοντες του περιβάλλοντος που επηρεάζουν την εξάπλωση του είδους είναι : 
Θερµοκρασία. Η τσιπούρα εµφανίζει ταχύτερους ρυθµούς αύξησης σε θερµοκρασία 
25 ºC (Barnabé, 1990). Συναντιέται το χειµώνα σε θερµοκρασίες 5 0C – 6 0C και το 
καλοκαίρι σε θερµοκρασίες έως 25 0C – 27 0C. Μέγιστη θερµοκρασία επιβίωσης 
είναι 34 0C ενώ η ελάχιστη 5 0C.  
Αλατότητα. Σαν ευρύαλο είδος η τσιπούρα, απαντάται σε νερά µε αλατότητα 7 psu 
έως και 42 psu, ενώ οι ιδανικές συνθήκες είναι µεταξύ 25 psu και 42 psu.  
∆ιαλυµένο οξυγόνο. Καθώς στη θάλασσα το οξυγόνο βρίσκεται σχεδόν πάντα κοντά 
στο επίπεδο κορεσµού, σπανίως παρατηρούνται µαζικοί θάνατοι του είδους από 
πτώση του διαλυµένου οξυγόνου στο φυσικό περιβάλλον. Το γεγονός αυτό φυσικά 
δεν ισχύει στις λιµνοθάλασσες. Πάντως σε συνθήκες εκτροφής έχουν µετρηθεί 
συγκεντρώσεις οξυγόνου µέχρι το λιγότερο 3,5mg/l, σε θερµοκρασία γύρω στους 25 
0C χωρίς να παρουσιαστούν θάνατοι. Σε κάθε περίπτωση το ιδανικό επίπεδο 
κορεσµού του νερού σε διαλυµένο οξυγόνο σε συνάρτηση µε την θερµοκρασία είναι 
το 90% (Barnabe,1990).  
Θολερότητα. Η τσιπούρα δε φαίνεται να προτιµά τα θολά νερά των εκβολών των 
ποταµών ή των παράκτιων περιοχών κατά τις θαλασσοταραχές. 
 
Στατιστικά & οικονοµικά µεγέθη Είναι είδος ιδιαίτερης σηµασίας για την αλιεία 
και τις ιχθυοκαλλιέργειες, καθώς και για την ερασιτεχνική αλιεία. Η ετήσια 
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παγκόσµια παραγωγή εκτρεφόµενης τσιπούρας σύµφωνα µε στοιχεία του FAO (Εικ. 
1.2) για το 2002 ανήλθε σε 80420 τόνους. Από αυτή την παραγωγή το 52,2% 
προέρχεται από την Ελλάδα. Η εντατική εκτροφή του είδους επιτυγχάνεται σήµερα 
σε όλα τα στάδιά της χωρίς ιδιαίτερα προβλήµατα. Σύµφωνα µε την πρόσφατη 
έκθεση της Οµοσπονδίας Ευρωπαίων Υδατοκαλλιεργητών (Production and price 
reports of the member associations of the Federation of European Aquaculture 
Producers,  2001-2008): 
• Η Ελλάδα είναι η υπ’ αριθµόν ένα παραγωγός τσιπούρας στην Ευρώπη, µε 
ετήσια αύξηση παραγωγής 7,3%. 
• Το 2008 η ελληνική ιχθυοπαραγωγή ανήλθε στους 95.000 τόνους, 60.000 από 
τους οποίους ήταν τσιπούρα.  
• Σε ευρωπαϊκή κλίµακα, η ιχθυογέννηση τσιπούρας ανήλθε σε 500.000.000 
ιχθύδια και τζίρο 112,5 εκατοµµυρίων ευρώ το 2008. 
 
 
 
Εικόνα 1.2.  Παγκόσµια παραγωγή τσιπούρας σε ιχθυοκαλλιέργειες (FAO Fishery 
Statistic, www.fao.com)   
 
 
1.2. Αρχές διατροφής και αύξησης  
 
 1.2.1. Οι υδατάνθρακες  στην διατροφή των ψαριών 
 
Γενικά 
Ο ρόλος των υδατανθράκων στη διατροφή των εκτρεφόµενων ψαριών είναι 
αντικείµενο αρκετών µελετών (Wilson, 1994; Jauncey, 1998; Dabrowski & Guderley, 
2002; Hemre et al., 2002; Krogdahl et al., 2005). Οι υδατάνθρακες είναι µη ουσιώδεις 
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στη διατροφή των ψαριών καθώς η ενέργεια που προµηθεύονται µπορεί να 
αντικατασταθεί από πρωτεΐνες ή λιπίδια και οι απαιτήσεις σε γλυκόζη µπορεί να 
επιτευχθούν από την γλυκονεογένεση (Hemre et al., 2002), ωστόσο οι υδατάνθρακες 
και ειδικά το άµυλο µπορούν να χρησιµοποιηθούν αποτελεσµατικά (Wilson, 1994), 
για να ενισχύσουν την εξοικονόµηση πρωτεΐνης για ανάπτυξη και αύξηση (Jauncey, 
1998). Οι υδατάνθρακες αποτελούν εγγενή- φυσικά συστατικά των σιτηρεσίων  
κυρίως αυτών που είναι φυτικής προέλευσης και σε αυτό το πλαίσιο κάποια 
διατροφική αναλογία είναι αναπόφευκτη. Εκτός από το χαµηλό κόστος τους ανά  kJ 
και την αποτελεσµατική επίδραση στις φυσικές ιδιότητες της διατροφής οι 
υδατάνθρακες αποτελούν σηµαντικά συστατικά της διατροφής των ψαριών.  
(Jauncey, 1998; Krogdhal et al., 2005). 
1.2.2. Κατηγοριοποίηση υδατανθράκων 
Οι υδατάνθρακες µπορούν να ταξινοµηθούν σε µία σειρά από κατηγορίες σύµφωνα 
µε την χηµική τους δοµή και τις ιδιότητές τους και αυτές ποικίλουν σηµαντικά 
µεταξύ των διαφόρων τύπων υδατανθράκων (Knudsen, 1997). Η κύρια κατηγορία 
υδατανθράκων για τη διατροφή των ζώων είναι το άµυλο, οι  διαιτητικές ίνες και η 
µικρού µοριακού βάρους ζάχαρη (LMW-sugars) ή ολιγοσακχαρίτες (Knudsen, 2001). 
Το άµυλο αποτελείται από δύο κρυσταλλικά πολυµερή, την αµυλόζη και την 
αµυλοπεπτίνη, µε την αµυλοπεπτίνη να είναι προσκολληµένη στην αµυλόζη (Gallant 
et al., 1992).Το άµυλο από την µεριά του κατηγοριοποιείται σύµφωνα µε την  πεπτική 
απόκριση σε ευκόλως πεπτώµενο άµυλο, αργά πεπτώµενο άµυλο και ανθεκτικό 
(Cairns et al., 1996).  Η πεπτικότητα του αµύλου στα ψάρια ποικίλει και κυµαίνεται 
από 25-29% (Wilson, 1994; Shiau, 1997) και εξαρτάται από το είδος του ψαριού, την 
πολυπλοκότητα του αµύλου, το βαθµό συµµετοχής του στην διατροφή, τη 
στρατηγική διατροφής (Wilson, 1994). 
Οι ολιγοσακχαρίτες ή α-γαλακτοσίδια συνθέτονται µε ραφινάρισµα των  
βερµπασκόζη (verbascose) και σταχυόζη (stachyose) ως βασική µονάδα. Συχνά οι 
ολιγοσακχαρίτες είναι παρόντες  στα όσπρια προκαλώντας αέρια (τυµπανισµό) ή  
διάρροια στα µονογαστρικά ζώα λόγω έλλειψης ενός ενζύµου α-γαλακτοζιδάσης  που 
είναι απαραίτητο για τη διάσπαση των δεσµών ζάχαρης (Siddhuraju & Becker, 2001; 
Vinjamoori et al., 2004).   
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Οι διαιτητικές – φυτικές ίνες (Dietary Fibers DF) διακρίνονται σε λιγνίνη και σε µη 
αµυλούχους πολυσακχαρίτες (NSP-Non Starch Polysaccharides)  (Knudsen, 1997) 
και τις συναντάµε στα κυτταρικά τοιχώµατα των φυτών (Knudsen, 2001). Βασικές 
µονάδες της λιγνίνης είναι το φαινυλοπροπένιο (phenylopropanes), οι µη αµυλούχοι 
πολυσακχαρίτες που διακρίνονται: σε υδατοδιαλυτούς µη αµυλούχους 
πολυσακχαρίτες [Soluble Non Starch Polysaccharides (S-NSP)] και σε αδιάλυτους µη 
αµυλούχους πολυσακχαρίτες [Insoluble Non Starch Polysaccharides (I-NSP)] 
(Knudsen, 1997; Knudsen, 2001). Στους S-NSP ανήκουν οι πηκτίνες, τα 
υδροκολλοειδή, ενώ στα I-NSP συµπεριλαµβάνονται οι κυτταρίνες και 
ηµικυτταρίνες. Τα πιο κοινά µεµονωµένα µόρια και στις δύο οµάδες  NSP είναι: η 
αραβινόζη, η ξυλόζη (πεντόζες), η µαννόζη, η γλυκόζη, η γαλακτόζη (εξόζες), η 
πανόζη, η 6-δεοξυχεξοζη, το ουρικό οξύ (γλουκουρονικό και γαλακτουρονικό  οξύ) 
(Knudsen, 1997).   
Στα ζώα συµπεριλαµβανοµένου και των ψαριών υπάρχει έλλειψη ενζύµων για τη 
διάσπαση των µη αµυλούχων πολυσακχαριτών στο πεπτικό τους σύστηµα και µπορεί 
να γίνει µόνο µε ζύµωση µε την εντερική χλωρίδα (Dabrowski & Guderley, 2002). Η 
παρουσία των S-NSP µειώνει το ρυθµό γαστρικής εκκένωσης και αυξάνει το χρόνο 
εκκένωσης της τροφής στο µικρό έντερο (van der Klis & van Voorst, 1993), ενώ οι 
αδιάλυτοι πολυσακχαρίτες προκαλούν το αντίθετο αποτέλεσµα  (Kirwan et al., 1974). 
 
1.3. Αντιθρεπτικοί παράγοντες  
 
Φυτικά υλικά χρησιµοποιούνται στις ιχθυοτροφές  αλλά η συµµετοχή τους είναι 
συχνά περιορισµένη λόγω των χαµηλών επιπέδων διαθεσιµότητας πρωτεΐνης και 
γευστικότητας σε σύγκριση µε τά ζωικά προϊόντα καθώς και λόγω της παρουσίας 
αντιθρεπτικών παραγόντων  (Antinutritional factors- ANF) (Tacon, 1993). 
Σηµαντικούς  ANF αποτελούν οι αναστολείς πρωτεασών (θρυψίνη και χυµοθρυψίνη), 
τα φυτικά οξέα (phytates), οι ταννίνες, οι λεκτίνες, οι ολιγοσαχαρίτες, και οι µη  
αµυλούχοι πολυσακχαρίτες (Francis et al., 2001). Η αδρανοποίηση τους περιλαµβάνει 
µια ποικιλία από µεθόδους όπως η αποφλοίωση, η βλαστική ικανότητα, η εµβάπτιση, 
η προσθήκη ενζύµων, η θερµική επεξεργασία (αυτόκαυστο = autoclave, υψηλή 
θέρµανση = roasting, εξώθηση = extrusion) (Francis et al., 2001).Με βάση την 
αντοχή τους στη θερµική επεξεργασία διακρίνονται: σε αυτούς που είναι i) θερµικά 
σταθεροί, όπως οι µη αµυλούχοι πολυσακχαρίτες και ii) θερµικά ευαίσθητοι όπως οι 
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αναστολείς πρωτεασών, το φυτικό οξύ και οι λεκτίνες. Ενδεικτικά συστατικά των 
ANF στο µπιζέλι, το ρεβίθι και τη φάβα παρουσιάζονται στον Πίνακα 1.1. 
 
 
 
1.4. Τι είναι τα ιχθυάλευρα / ιχθυέλαια και από πού προέρχονται;  
Τα ιχθυάλευρα και τα ιχθυέλαια είναι τα κυριότερα συστατικά των ιχθυοτροφών µε 
τις οποίες τρέφονται τα ψάρια της ιχθυοκαλλιέργειας. Οι ιχθυοτροφές πρέπει να 
προσδίδουν στο εκτρεφόµενο ψάρι τις απαραίτητες για την ανάπτυξή του πρωτεΐνες 
και λίπη. Ως πηγή πρωτεϊνών και λιπών χρησιµοποιούνται τα ιχθυάλευρα και τα 
ιχθυέλαια. Τα ιχθυάλευρα και τα ιχθυέλαια προκύπτουν από την επεξεργασία 
(άλεσµα) ορισµένων ειδών πελαγικών ψαριών τα οποία αλιεύονται κυρίως στον νότιο 
Ειρηνικό και βόρειο Ατλαντικό και είναι ακατάλληλα για ανθρώπινη κατανάλωση, 
κυρίως λόγω του µικρού τους µεγέθους και της σκληρής σάρκας τους. Τα είδη αυτά 
των ψαριών, σχηµατίζουν τεράστιους πληθυσµούς, πολλαπλασιάζονται πολύ γρήγορα 
και σε µεγάλους αριθµούς, µεγαλώνουν ταχύτατα και έχουν µικρή διάρκεια ζωής.  
Αλιεύονται σε µεγάλες ποσότητες και αποτελούν σπουδαιότατη πηγή άριστης 
ποιότητας πρωτεϊνών και ιχθυελαίου όχι µόνο για τις ανάγκες της παγκόσµιας 
ιχθυοκαλλιέργειας αλλά και της ζωικής παραγωγής εν γένει (κτηνοτροφία, 
πτηνοτροφία). Συγκεκριµένα, εκτιµάται ότι η ετήσια παγκόσµια παραγωγή 
ιχθυαλεύρου είναι περί τα 6,5 εκατοµµύρια τόνοι, εκ των οποίων µόνο 2 εκατοµµύρια 
τόνοι καταναλώνονται από την ιχθυοκαλλιέργεια. Αντιστοίχως, η ετήσια παραγωγή 
ιχθυελαίου είναι περί τα 1,2 εκατοµµύρια τόνοι, εκ των οποίων η ιχθυοκαλλιέργεια 
καταναλώνει περίπου 450.000 τόνους. 
Αντιθρεπτικοί παράγοντες µπιζέλι  φάβα  ρεβύθι  
Ολιγοσακαχαρίτες (%)  3.69  2.93  1.99  
Φυτικό οξύ  (%)  0.48  0.66  0.63  
Ταννίνες Σύνολο  (%)  0.25  0.75  0.49  
∆ραστικότητα ταννίνων αποφλοιωµένων σπόρων (mg g-1)  11.06  21.73  5.43  
∆ραστικότητα ταννίνων µε κοτυληδόνες (mg g-1)  0.16  0.22  0.11  
∆ραστικότητα αναστολέα θρυψίνης (mg g-1)  1.01  0.39  4.79  
∆ραστικότητα αναστολέα χυµοθρυψίνης (mg g-1)  1.60  0.40  7.72  
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 Με τι είδους τροφές τρέφονται τα ψάρια ιχθυοκαλλιέργειας;  
 
Τα ψάρια της ιχθυοκαλλιέργειας τρέφονται µε τεχνητές ισορροπηµένες πλήρεις 
ιχθυοτροφές που έχουν σύσταση ανάλογη των διατροφικών συνηθειών του κάθε 
είδους ψαριού στη φύση. Ανήκουν στην κατηγορία των ξηρών τροφών και 
παράγονται σε δύο µορφές αναλόγως του µεγέθους του εκτρεφόµενου ψαριού: 
σύµπηκτων (pellets) για τα µεγαλύτερα µεγέθη και κόκκου (granulated meal) για τις 
µικρές ηλικίες.   Η διαδικασία παραγωγής τους περιλαµβάνει την προκατεργασία των 
νωπών πρώτων υλών που είναι κυρίως ιχθυάλευρα, ιχθυέλαια (fish meal & fish oil) 
και δηµητριακά, την προσθήκη βιταµινών και ιχνοστοιχείων (απαραίτητων για την 
φυσιολογική ανάπτυξη των ψαριών) και τέλος αµύλου (starch) για τη συγκόλληση 
των συστατικών µεταξύ τους.   
Τα πλεονεκτήµατα της χρήσης πλήρων τεχνητών ιχθυοτροφών είναι ότι: 
• παράγονται σε εξειδικευµένες βιοµηχανικές εγκαταστάσεις µε χρήση 
σταθερών συνθηκών παραγωγής και πιστοποιηµένων πρώτων υλών µε 
αποτέλεσµα να είναι υγειονολογικά ασφαλείς  
• διαθέτουν ελεγχόµενα φυσικά χαρακτηριστικά (σχήµα, µέγεθος, πυκνότητα, 
χρώµα)  
• η σύνθεσή τους είναι ελεγχόµενη και άρα έχουν σταθερή και γνωστή 
διατροφική αξία και οργανοληπτικές ιδιότητες  
Τέλος, ακριβώς επειδή οι τεχνητές ιχθυοτροφές έχουν σαν κύρια πρώτη ύλη το 
ιχθυάλευρο, το οποίο προέρχεται πάλι από ψάρια µε αντίστοιχο προφίλ θρεπτικών 
ουσιών, πρωτεϊνών και κύρια πολυακόρεστων λιπαρών οξέων, διατηρούν στο 
ακέραιο τις πολύτιµες ιδιότητες που έχει το ψάρι ως τρόφιµο, οι οποίες µε τη 
σειρά τους και µε βάση την αρχή του «είσαι ότι τρως» µεταφέρονται αυτούσιες 
στο ψάρι ιχθυοκαλλιέργειας.   
 
 
1.5. Σύνθεση των τροφών  
         
Η επιτυχής παραγωγή ψαριών εξαρτάται από σιτηρέσια που περιέχουν τα βέλτιστα 
επίπεδα ενέργειας και θρεπτικών συστατικών για την ανάπτυξη. Τα διαιτητικά  
παρασκευάσµατα είναι  ένας συµβιβασµός µεταξύ της ιδανικής κατάστασης και 
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πρακτικής θεώρησης (Hardy & Barrows, 2002). Ο κύριος στόχος κατά τη 
διαµόρφωση µιας τροφής για ψάρια είναι η προσφορά ενός  ισορροπηµένου µίγµατος 
διατροφής από συστατικά για την υποστήριξη της διατήρησης της ανάπτυξης, της 
αναπαραγωγής και της υγείας των σε προσιτό κόστος (NRC, 1993). Κρίσιµο ακόµα 
είναι οι τροφές (σύµπηκτα) να παραµένουν ανέπαφες στο νερό µέχρι να 
καταναλωθούν από τα ψάρια, ενώ τα θρεπτικά συστατικά θα πρέπει να είναι 
διαθέσιµα σε µεγάλο βαθµό για την ελαχιστοποίηση των απεκκρίσεων και την 
αποφυγή δηµιουργίας οργανικού ιζήµατος στον πυθµένα µε πιθανές επιπτώσεις στο 
ίζηµα κάτω και γύρω από τους κλωβούς. (Mente et al., 2006) 
 
1.6. Χρησιµοποιούµενα συστατικά και περιορισµοί 
 
Τα συστατικά που χρησιµοποιούνται σε εµπορικές δίαιτες µπορούν να 
κατηγοριοποιηθούν ως πηγές πρωτεΐνης (αµινοξέα), λίπη (EFA) [Essential Fatty 
Acid], υδατάνθρακες, βιταµίνες και µέταλλα (NRC 1993). Η διαθεσιµότητα των 
ιχθυάλευρων είναι περιορισµένη λόγω της σταθερής παραγωγής και αύξησης της 
ζήτησης (SOFIA, 2006) και για αυτό είναι ακριβό συστατικό (Josupeit, 2008) που 
συνεισφέρει πολύ στο τελικό κόστος των σιτηρεσίων. Το σογιάλευρο είναι ένα 
διαθέσιµο συστατικό µε υψηλή περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη µε ένα από τα καλύτερα 
προφίλ σε αµινοξέα ανάµεσα σε πλούσιες πρωτεΐνες φυτικής προέλευσης για 
ζωοτροφές περιέχοντας τα περισσότερα από τα σηµαντικότερα απαιτούµενα 
αµινοξέα για τα ψάρια (Mohsen, 1989). Έχει χρησιµοποιηθεί ως υποκατάστατο των 
ζωικών πρωτεϊνών για ιχθυοκαλλιέργειες. Οι ANF που απαντώνται στους σπόρους 
της σόγιας και η µεγάλη αύξηση των τιµών τα τελευταία έτη (Josupeit, 2008) είναι 
περιοριστικοί παράγοντες για τη χρήση τους στα σιτηρέσια. Επιπλέον οι αυστηροί 
κανόνες της Ε.Ε. που εγκρίθηκαν το 2003 σχετικά µε την απελευθέρωση γενετικά 
τροποποιηµένων σπόρων στο περιβάλλον, η ιχνηλασιµότητα, η σήµανση και η χρήση 
τους στις ζωοτροφές  (Euractiv, 2006) αποδείχθηκε περιοριστικός παράγοντας στη 
χρήση τους στις ιχθυοτροφές.  
Χρησιµοποιούνται πολλές άλλες πηγές φυτικών πρωτεϊνών, όπως πρωτεΐνες που 
εξάγονται από ελαιούχους σπόρους όπως η ελαιοκράµβη, ο ηλίανθος,  πρωτεΐνες από 
δηµητριακά όπως το σιτάρι και η γλουτένη αραβοσίτου (Aslaksen et al., 2007). Η  
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διαθεσιµότητα είναι µεγάλη, αλλά η χρήση τους είναι περιορισµένη είτε λόγω των 
ANF (Aslaksen et al., 2007), είτε λόγω ανισορροπίας των αµινοξέων όπως  για 
παράδειγµα  η ανεπάρκεια λυσίνης στη γλουτένη (Davies et al., 1997; Pereira & 
Oliva-Teles, 2003). 
Φυτικά έλαια όπως σόγιας,  κάνολας (Glencross et al., 2003), λιναρόσπορου  (Bell et 
al, 2004), ελαιοκράµβης και φοινικέλαιου (Karalazos, 2007) µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν ως υποκατάστατα των ιχθυελαίων, αν και η σύνθεση των λιπαρών 
οξέων τους διαφέρει σηµαντικά απο τα φυτικά έλαια που περιέχουν χαµηλότερο 
επίπεδο των ω-3 λιπαρών οξέων (ειδικά ακόρεστα λιπαρά οξέα HUFA-Highly 
Unsaturated Fatty Acids) απ’ ότι τα ιχθυέλαια. 
Πηγές υδατανθράκων όπως τα δηµητριακά βρίσκονται στη διατροφή των ψαριών ως 
συνδετικό υλικό καθώς είναι µια όχι ακριβή πηγή ενέργειας  (Davis & Arnold, 1995). 
Πολλά υποπροϊόντα της βιοµηχανίας σπόρων όπως για παράδειγµα το σιτάρι, η 
βρώµη, το καλαµπόκι, το ρύζι ή υποπροϊόντα σίκαλης είναι πολύτιµα συστατικά για 
τις ζωοτροφές και κατά συνέπεια  για τις ιχθυοτροφές  (Hardy & Barrows, 2002). 
Όσπρια όπως τα  µπιζέλια, τα φασόλια και τα ρεβύθια περιέχουν σηµαντικές 
ποσότητες αµύλου που θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν από τα ψάρια ως πηγή 
ενέργειας (Booth et al., 2001). Η χρήση αυτών των φυτικών συστατικών µπορεί να 
περιοριστεί όταν οι περιεχόµενες ίνες είναι υψηλές (Nengas et al., 1995) ή όταν δεν 
υποβάλλονται σε επεξεργασία όπως το ανεπεξέργαστο άµυλο που θεωρείται φτωχή 
πηγή ενέργειας (Peres & Oliva-Teles, 2002). 
 
1.7. Η ανάγκη να προσδιοριστούν νέα συστατικά των σιτηρεσίων 
 
 Η σηµερινή γενική οικονοµική και επισιτιστική κρίση που επέφερε η αύξηση των 
τιµών του πετρελαίου, καθώς και η επέκταση της βιοµηχανίας βιο-αιθανόλης και 
βιοντίζελ έχουν δηµιουργήσει ένα ασταθές µέλλον για την παραγωγή τροφίµων και 
ζωοτροφών και των τιµών εν γένει. Η αυξανόµενη ζήτηση, οι τιµές και οι  
διακυµάνσεις στην προσφορά της παγκόσµιας αγοράς για τα ιχθυάλευρα, ιχθυέλαια, 
σογιάλευρα, τον αραβόσιτο και το σιτάλευρο, τονίζουν την ανάγκη να µειωθεί η 
ενσωµάτωσή τους στις ιχθυοτροφές και ταυτόχρονα αυξάνουν το φάσµα των πρώτων 
υλών.     
Η παραγωγή των ιχθυάλευρων και των ιχθυελαίων έχει πάνω κάτω σταθεροποιηθεί 
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κατά τη διάρκεια των τελευταίων δεκαετιών (SOFIA, 2006) ενώ φαινόµενα όπως το 
El Ninio την περίοδο 1997-98 έδειξαν ότι µπορούν να προκαλέσουν απρόβλεπτες 
αλλαγές στις πρώτες ύλες για την παραγωγή ιχθυελαίων και ιχθυάλευρων για τις 
ιχθυοκαλλιέργειες τις συγκεκριµένες χρονιές.    
Επιπλέον, δεδοµένου ότι η ευρωπαϊκή παραγωγή σόγιας είναι εξαιρετικά 
περιορισµένη, λόγω των κλιµατικών και γεωγραφικών περιορισµών (Gouveia & 
Davies, 1998) αξίζει η διερεύνηση των δυνατοτήτων  χρήσης άλλων φυτικών πηγών, 
που καλλιεργούνται στις ευρωπαϊκές και µεσογειακές χώρες, περιορίζοντας έτσι τις 
δαπάνες της εισαγωγής. Τα µπιζέλια, τα ρεβύθια, τα φασόλια και η φάβα έχουν 
υψηλό πρωτεϊνικό περιεχόµενο και άµυλο και θα µπορούσαν να αντικαταστήσουν 
επιτυχώς το σιτάρι και µερικώς τις διατροφικές πρωτεΐνες φυτικής ή ζωικής 
προέλευσης. 
Τα τελευταία χρόνια ένας σηµαντικός αριθµός ερευνών διεξάγεται για τη µερική ή 
ολική αντικατάσταση των διατροφικών πρωτεϊνών των ψαριών από άλλες πηγές 
πρωτεΐνης εκτός του ιχθυάλευρου (Luquet & Κaushik, 1978; Pfeffer, 1982). 
Η ποιότητα µιας διαιτητικής πρωτεΐνης εξαρτάται τόσο από την πεπτικότητα όσο και 
από το προφίλ των αµινοξέων (Kaushik & Cowey, 1991). Εκτός από την σύνθεση 
των αµινοξέων που συχνά δεν είναι ισορροπηµένη (Liener, 1980; NRC, 1981; 
Kaushik & Luquet,1984; Tacon & Cowey, 1985), ενδογενείς  αντιθρεπτικοί 
παράγοντες είναι οι κύριες αιτίες για την περιορισµένη χρήση των φυτικών πρώτων 
υλών στις ιχθυοκαλλιέργειες (Chubb, 1982; Richardson et al., 1985; Gatlin & 
Phollips, 1989; Satoh et al.,1989). Πολλοί από αυτούς τους παράγοντες, όπως 
αναστολείς πρωτεασών µπορούν να απενεργοποιηθούν µε υγρή, θερµική 
επεξεργασία, ανάλογα µε το µέγεθος των σωµατιδίων διατροφής, τη διάρκεια της 
θερµικής επεξεργασίας και των συνθηκών εργασίας που χρησιµοποιούνται 
(Hanson,1974; Rackis 1974; Grant 1989). 
Η µείωση των επιπέδων των ιχθυάλευρων  στην διατροφή των ψαριών είναι µία 
µεγάλη πρόκληση για την εντατική ιχθυοκαλλιέργεια. Τα πιθανά υποκατάστατα θα 
πρέπει να παρέχουν τόσο υψηλό πρωτεϊνικό επίπεδο για τις ανάγκες των ψαριών όσο 
και τα απαραίτητα αµινοξέα. 
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1.8. ∆οµή φιλέτου - λευκού µυ 
 
Ο µηχανισµός ανάπτυξης στους τελεόστεους όπως τα σολωµοειδή που φτάνουν σε 
µεγάλο µέγεθος σώµατος στα ενήλικα διαφέρει από τα ανώτερα σπονδυλωτά. Η 
αύξηση του µυ στα ψάρια επιτελείται τόσο µέσω υπερτροφίας (αύξηση του µεγέθους 
των υπαρχόντων µυϊκών ινών) όσο και υπερπλασίας (δηµιουργία νέων µυϊκών ινών) 
όχι µόνο πριν από την εκκόλαψη αλλά κυρίως κατά τα διάρκεια των προνυµφικών 
σταδίων και του µεγαλύτερου τµήµατος της ενήλικης ζωής τους (Rowlerson & 
Veggetti, 2001). Στους περισσότερους τελεόστεους η αξονική σκελετική µυϊκή µάζα 
(axial skeletal muscle mass) αντιπροσωπεύει πάνω από το 60% της µάζας σώµατος. 
Αυτοί οι µυς αποτελούνται κυρίως από λευκές ίνες  (πάνω από το 90%), 
καλυπτόµενες από λεπτό επιφανειακό στρώµα ερυθρών µυϊκών ινών και βρίσκονται 
κάτω από το δέρµα, και ένα στρώµα ενδιάµεσων ινών ανάµεσα από αυτές. Αλλαγές 
στη σωµατική ανάπτυξη των ψαριών κατά κύριο λόγο οφείλονται σε αλλαγές στο 
σύνολο της ανάπτυξης του λευκού µυ οι οποίες οφείλονται σε διακυµάνσεις της 
µυϊκής υπερτροφίας ή υπερπλασίας. Αλλαγές στη σχετική συνεισφορά της 
υπερπλασίας και υπερτροφίας στη µυϊκή ανάπτυξη οδηγούν σε αλλαγές στη µυϊκή 
κυτταρική κατάσταση (κατανοµή του µεγέθους των µυϊκών ινών). Έχει αποδειχθεί 
ότι στο λευκό ιστό των νεαρών ψαριών τέτοιες αλλαγές της κυτταρικής δοµής 
συνδέονται µε αλλαγές σε περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως αύξηση της 
θερµοκρασίας (Weatherley et al., 1979, 1980b), της θερµοκρασίας επώασης 
(Johnston et al., 2000; Alami-Durante et al., 2007), της φωτοπεριόδου (Johnston et 
al., 2003) και στις εποχιακές εναλλαγές της θερµοκρασίας (Alami-Durante et al., 
2007). Τροποποίηση της δοµής του λευκού µυ συµβαίνει ακόµα και σε νεαρά ψάρια 
µε αλλαγές στο επίπεδο της διατροφής  (Weatherley et al., 1979, 1980b; Kiessling et 
al., 1989, 1991) και σε αλλαγές στο πρωτεϊνικό επίπεδο διατροφής (Johnston et al., 
2002; Bjornevik et al., 2003). 
 
1.9. Σπόροι οσπρίων 
 
Γενικά. 
Τα όσπρια ανήκουν στην οικογένεια  Fabacea. ∆ιαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στις 
διατροφικές συνήθειες των ανθρώπων λόγω της υψηλής θρεπτικής τους αξίας. Είναι 
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χαµηλά σε λιπαρά και είναι πολύ καλή πηγή πρωτεΐνης, διαιτητικών/φυτικών ινών 
και ποικίλων ιχνοστοιχείων και φυτοχηµικών (Messina,1999). Ο καρπός τους 
αποτελεί σηµαντική πηγή πρωτεϊνών, σύµπλοκων υδατανθράκων, βιταµινών όπως Α, 
Β1, Β2, Β6, Β12, και ιχνοστοιχείων όπως ασβέστιο, σίδηρο, µαγνήσιο, κάλιο κτλ. Η 
περιεκτικότητα των οσπρίων σε αµινοξέα, συγκρινόµενη µε αυτή του σογιάλευρου, 
είναι πλούσια σε λυσίνη µε εξαίρεση τα λούπινα και τα κουκιά, ενώ περιέχουν 
µειωµένη ποσότητα θειούχων αµινοξέων, µεθειονίνης και κυστίνης.   
Τα υψηλά επίπεδα πρωτεϊνών των οσπρίων, µε την προσθήκη της απαιτούµενης 
ποσότητας µεθειονίνης, καθιστούν τα όσπρια πολλά υποσχόµενα υποψήφια ως 
υποκατάστατα του ιχθυάλευρου και του σογιάλευρου στα σιτηρέσια των ιχθύων. 
Επίσης, το υψηλό ποσοστό των περιεχόµενων πεπτών υδατανθράκων δύναται να 
υποκαταστήσει τις ήδη χρησιµοποιούµενες πηγές ενέργειας όπως το 
ζελατινοποιηµένο άµυλο και το σίτο. Η περιεκτικότητα τους όµως σε αντιθρεπτικούς 
παράγοντες, απαραίτητους στο φυτό για την ανάπτυξη και την προστασία του 
(Gatehouse, 87, Bond & Smith, 89), έχουν αρνητικές συνέπειες στην αξιοποίηση των 
θρεπτικών συστατικών της τροφής. Είναι γνωστό ότι µειώνουν την αξιοποίηση της 
τροφής επηρεάζοντας αρνητικά την αύξηση και την υγεία του ζωικού οργανισµού, 
περιορίζοντας έτσι τη χρήση τους ως συστατικά των σιτηρεσίων. 
 
1.9.1. Τα µπιζέλια (κτηνοτροφικά) ως τροφή στην ιχθυοκαλλιέργεια 
 
Τα µπιζέλια (Pisum sativum L.) είναι ένα όσπριο µε δυνατότητες χρήσης λόγω του ότι 
έχει χρησιµοποιηθεί ως ζωοτροφή για πολλά χρόνια ως πηγή ενέργειας και 
πρωτεΐνης, αλλά µόλις πρόσφατα αξιολογήθηκε για ιχθυοτροφή (Davis et al., 2002). 
Ο µέσος όρος πρωτεΐνης που περιέχεται είναι γύρω στο 21% που είναι λίγο 
συγκρινόµενο µε τη σόγια και τα λούπινα, αλλά είναι υψηλός σε σχέση µε τα 
δηµητριακά, είναι πλούσιο σε άµυλο (γύρω στο 45%) και έχει ενεργειακό 
περιεχόµενο 15.8 kJg
-1 
(Sauvant et al., 2004). Τα µπιζέλια έχουν αξιολογηθεί ως 
πιθανό συστατικό τροφής, ολόκληρα ή αποφλοιωµένα, ακατέργαστα ή 
επεξεργασµένα, για αρκετά θαλάσσια είδη συµπεριλαµβανοµένου  του Ευρωπαϊκού 
λαυρακιού (Gouveia & Davies, 1998; 2000), της Αυστραλιανής Ασηµί  πέρκας (Allan 
et al., 2000), του Ατλαντικού σολωµού (Carter & Hauler, 2000),  και άλλων ειδών 
που παρουσιάζονται στον Πίνακα 1.2. Σε γενικές γραµµές οι περισσότερες µελέτες 
δείχνουν ότι τόσο το αποφλοιωµένο µπιζέλι όσο και το εκχύλισµα  έχουν υψηλότερο 
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Φαινοµενικό Συντελεστή Πεπτικότητας (Apparent Digestibility Coefficients -ADCs) 
για ενέργεια και ακατέργαστη πρωτεΐνη απ’ ότι ολόκληρο ή ακατέργαστο το µπιζέλι 
αντίστοιχα (Booth et al., 2001, 2002; Davis et al., 2002; Thiessen et al., 2003; Allan 
& Booth, 2004). Παρουσιάζουν βιολογική δραστικότητα δευτερογενών µεταβολιτών 
που µπορούν να εισέλθουν στην κυκλοφορία του αίµατος και ασκούν την επίδρασή 
τους σε πολλές φυσιολογικές διεργασίες. Ορισµένες κατηγορίες αυτών των 
δευτερογενών µεταβολιτών παρουσιάζουν δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά 
των φυσικών οιστρογόνων και είναι γνωστά ως φυτοοιστρογόνα.  Οι ισοφλαβόνες, 
αποτελούν ένα  σηµαντικό τµήµα της  κατηγορίας των  φυτοοιστρογόνων και 
υπάρχουν στα όσπρια, µε αποδεδειγµένες  συνέπειες για την ανάπτυξη των µυών. Η 
συγκέντρωση των ισοφλαβίνων µπορεί να διαφέρει ανάλογα µε τα είδη των 
ψυχανθών, την ποικιλία, την περιοχή καλλιέργειας και το χρόνο.   
 
 
 
Πίνακας 1.2: Πεπτικότητα πρωτεΐνης και ενέργειας του µπιζελιού για διάφορα 
είδη εκτρεφόµενων ψαριών 
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Είδος ψαριού 
Ποσοστό 
στην τροφή 
Μπιζέλι 
% 
Πεπτικότητα 
πρωτεΐνης 
% 
Πεπτικότητα 
ενέργειας 
Αναφορές 
Silver perch 
Ασηµί πέρκα 
Bidyanus 
bidyanus 
50% 
 Πλήρες 
εκχύλισµα 
 Αποφλοιωµένο 
εκχύλισµα  
 Πλήρως νωπό   
Νωπό  
Αποφλοιωµένο  
85.3 
90.4 
84.3 
87.8 
71.3 
74.9 
63.7 
70.1 
Allan & 
Booth (2004) 
Silver perch 
Ασηµί πέρκα 
 
15%, 30% 
45%, 60% 
75% 
Αποφλοιωµένο  
Ο ρυθµός αύξησης µειώνεται 
καθώς µεγαλώνει το ποσοστό 
στην τροφή 
Booth & 
Allan (2003) 
Ιριδίζουσα 
πέστροφα 
Oncorhynchus 
mykiss 
20% 
 Πλήρως νωπό 
 Αποφλοιωµένο 
νωπό 
 Αποφλοιωµένο 
εκχύλισµα  
Αερόβια 
πρωτεΐνη  
90.9* 
91.4* 
93.5* 
94.6* 
54.6* 
56.8* 
78.4* 
87.0* 
Thiessen et al. 
(2003) 
Λευκή 
γαρίδα 
Litopenaeus 
vannamei 
25% 
 Πλήρως νωπό 
 Πλήρες 
εκχύλισµα  
 Αποφλοιωµένο 
νωπό 
 Αποφλοιωµένο 
εκχύλισµα 
 Πλήρως 
µικροιονισµένο 
77.4 
81.6 
78.1 
79 
83.3 
72.6 
76.7 
77.3 
79.1 
78.9 
Davis et al. 
(2002) 
Τσίπουρα 
Sparus aurata 
17.5% (1) 
35% (1) 
19% (2) 
37% (2) 
1.Αποφλοιωµένο 
από-ινοµένο 
 πολτοποιηµένο 
εκχύλισµα 
2. Υπεριώδης 
ακτινοβολία  
92.8 
81.4 
89.7 
90 
92.2 
77.7 
79.7 
68.7 
Pereira & 
Oliva-Teles 
(2002) 
Silver perch 
Ασηµί πέρκα 
 
15% 
 Ψυχρά 
σύµπηκτα 
 Σύµπηκτα σε 
ατµό) 
 Εκχύλισµα 
78.9 
83.7 
80.7 
58.6 
63.5 
70.0 
Booth et al. 
(2002) 
Silver perch 
Ασηµί πέρκα 
 
30% 
 Πλήρως 
αποφλοιωµένο 
 Συµπλήρωµα 
πρωτεΐνης) 
87.6 
89.2 
92.4 
71.6 
75.3 
82.4 
Booth et al. 
(2001) 
Λαβράκι 
Dicentrarchus 
labrax 
20% 
40% 
 Άλευρο 
µπιζελιού 
88.4 
89.1 
73.6 
72.1 
Russell et al. 
(2001) 
Μπλε γαρίδα 
Litopenaeus 
stylirostris 
30% 
 Πλήρως νωπό 
 Πλήρες 
εκχύλισµα 
 Αποφλοιωµένο 
νωπό 
 Αποφλοιωµένο 
87.3 
89.3 
89.1 
88.2 
87.7 
- 
Cruz-Suarez 
et al. (2001) 
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*Ο αστερίσκος αντιπροσωπεύει την φαινοµενική πεπτικότητα του συστατικού που 
συµπεριλαµβάνεται στα διατροφικά τεστ.  
 
 
1.9.2. Τα ρεβύθια ως τροφή στην ιχθυοκαλλιέργεια 
 
Το ρεβύθι (Cicer arietinum L.)  καλλιεργείται σε τροπικές, υποτροπικές περιοχές και 
εύκρατες περιοχές ως ετήσια καλλιέργεια και παρουσιάζει ανθεκτικότητα στην 
ξηρασία (Bhardwaj et al., 1999). Υπάρχουν δύο κατηγορίες ρεβιθιού, το desi και το 
kabuli, που διαφέρουν στη θρεπτική σύσταση, µε το kabuli να έχει χαµηλότερες ίνες,  
περισσότερο άµυλο και λίπη απ’ ότι ο τύπος desi (Gill et al., 1996). Ο µέσος όρος 
περιεκτικότητας σε πρωτεΐνη του Μεσογειακού τύπου kabuli είναι 20%, άµυλο 45% 
και ενέργεια 17.5kJg
-1 
(Sauvant et al., 2004). 
 Έχει αξιολογηθεί ως  πιθανό συστατικό  τροφής για ψάρια από τον Allan et al. 
(2000) και  Booth et al. (2001)  για την ασηµί πέρκα. 
 
εκχύλισµα 
 πλήρες 
µικροιονισµένο 
Silver perch 
Ασηµί πέρκα 
 
29.7%  Άλευρο 
µπιζελιού 
81* 51* Allan et al. (2000) 
Λαβράκι 
Dicentrarchus 
labrax 
10% 
20% 
30% 
 Άλευρο 
µπιζελιού 
94.2 
94.3 
94 
90.8 
89.6 
88.4 
Gouveia & 
Davies (2000) 
Σολωµός 
Salmo salar 
20.5 
27.5 
 Εκχύλισµα 
συµπυκνωµένης 
πρωτεΐνης 
95.2 
95.5 
88.8 
89.2 
Carter & 
Hauler (2000) 
Τιλάπια 
Oreochromis 
niloticus 
30% 
 Εκχύλισµα 
αλεύρου 
µπιζελιού 
92.6* 89.2* 
Fontainhas-
Fernandes et 
al. (1999) 
Λαβράκι 
Dicentrarchus 
labrax 
20% 
40% 
Άλευρο 
µπιζελιού 
88.4 
89.1 
64.8 
56.7 
Gouveia & 
Davies (1998) 
Ιριδίζουσα 
πέστροφα 
Oncorhynchus 
mykiss 
30% Άλευρο 
µπιζελιού 
80.4* 59.2* Gomes et al. (1995a) 
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Πίνακας: 1.3. Πρωτεϊνική και ενεργειακή πεπτικότητα του ρεβυθιού σε τροφές 
ψαριών 
 
 
*Ο αστερίσκος αντιπροσωπεύει φαινοµενική πεπτικότητα του συστατικού στα τεστ 
διατροφής. 
 
1.10. ∆είκτες Αύξησης- η MLC2. 
Η µυοσίνη είναι το κύριο πρωτεϊνικό συστατικό του γραµµωτού µυ και αποτελείται 
από δύο βαριές (MHCs) και τέσσερις ελαφριές αλυσίδες  (MLCs) οι οποίες 
συνδυάζονται για να σχηµατίσουν ένα µεγάλο κολλοειδές µε  α-ελικοειδή ουρά και 
δύο κεφαλές. Κάθε κεφαλή περιέχει ένα τµήµα δέσµευσης ακτίνης και 
δραστηριότητα ATPσης. Οι ελαφριές αλυσίδες κατηγοριοποιούνται σε δύο 
κατηγορίες: την αλκαλική και του δινιτροβενζονικού οξέος (DTNB) – αφαιρούµενες 
ελαφριές αλυσίδες (Weeds & Lowey, 1971). Στο γραµµωτό µυ υπάρχουν δύο 
διαφορετικές κατηγορίες αλκαλικών ελαφρών αλυσίδων: MLC1 και  MLC3. H σχέση 
µεταξύ της αλκαλικής ελαφριάς αλυσίδας και τµήµατος της κεφαλής της  MHC έχει 
τεκµηριωθεί, πιστεύεται ότι συµµετέχουν στην αλληλεπίδραση µεταξύ της µυοσίνης 
και ακτίνης. Υπάρχει γραµµική συσχέτιση µεταξύ του λόγου MLC1/MLC3 και της 
µειούµενης  ταχύτητας κίνησης  της συσταλτικής διάταξης, (Lowey & Trybus, 1995). 
 
Είδος 
Βαθµός 
Συµπερίληψη 
Ρεβύθι 
% 
Πεπτικότητα 
πρωτεΐνης 
% 
Πεπτικότητα 
ενέργειας 
Αναφορές 
Silver 
perch 
Ασηµί 
πέρκα 
Bidyanus 
bidyanus 
29.7% 
Ολόκληρο 
ρεβύθι 
( τύπος desi ) 
82.2* 54.8* Allan et 
al. (2000) 
Silver 
perch 
Ασηµί 
πέρκα 
 
29.7% 
 
Ολόκληρο 
ρεβύθι 
αποφλοιωµένο 
88.1 
87.5 
72.1 
74.2 
Booth et 
al. (2001) 
Silver 
perch 
Ασηµί 
πέρκα 
 
29.7% 
Ολόκληρο 
ρεβύθι  
αποφλοιωµένο 
79.2* 
79.8* 
54.8* 
61.3* 
Booth et 
al. (2001) 
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Η αφαιρούµενη ελαφριά αλυσίδα (DTNB) ονοµάζεται MLC2 και έχει ρυθµιστικό αν 
όχι καταλυτικό ρόλο δέσµευσης ασβεστίου και αναφέρονται ως ρυθµιστικές ελαφριές 
αλυσίδες, (Weeds & Lowey, 1971). Τόσο η MHCs όσο και MLC υπάρχουν σε 
πολλαπλές ισοµορφές που διαφέρουν ανά ιστό και αναπτυξιακό στάδιο και η 
έκφραση τους είναι γνωστό ότι θα είναι υπό περιβαλλοντικό και ορµονικό έλεγχο 
(Whalen et at 1981; Gauthier et a;.,1982; Izumo et al., 1986; Yamato et al.,1994; Hill 
et al., 2000). 
∆ιαφορετικές ισοµορφές έχουν αποµονωθεί από τους µύες των ψαριών σε µία 
προσπάθεια κατανόησης της συνεισφοράς τους στη µυϊκή ανάπτυξη, στις 
συσταλτικές ιδιότητες και της ρύθµισής τους κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης από 
περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως η θερµοκρασία, η διατροφή και η άσκηση. 
(Ρerzanowska et al., 1978l Rowlerson et a1,, 1985; Ochiai et aΙ,, 1988; Johnston, 
1994; Hirayama et al., 1997; Hirayama et al., 1998; Johnston et ai., 1998; Xu et al., 
1999; Hill et at', 2000). Οι µορφές έκφρασης στα ψάρια παρουσιάζουν επιπλέον 
ενδιαφέρον: αύξηση του γραµµωτού µυ στα ψάρια συµβαίνει τόσο από υπερπλασία 
και από υπερτροφία στο µεγαλύτερο µέρος του κύκλου ζωής τους σε αντίθεση µε τα 
θηλαστικά στα οποία η υπερπλασία είναι περισσότερο περιορισµένη στην προ- και 
γενετική περίοδο (Johnston et al., 1998). Μ΄ αυτόν τον τρόπο το ψάρι παρέχει ένα 
µοντέλο για τη µελέτη της διαµόρφωσης του µυ και του µηχανισµού   
διαστρωµάτωσης της κυτταρικής υφής. 
Στην τσιπούρα έχουν αποµονωθεί δύο ελαφριές αλυσίδες, MLC2 και MLC3 (Moutou 
et al. 2001), που εκφράζονται µόνο στο λευκό µυ. Η  MLC2 εµφανίζεται νωρίτερα 
στην ανάπτυξη µε την  έναρξη της σωµατογένεσης και η έκφρασή της ρυθµίζεται από 
τις θυροειδείς ορµόνες (Moutou et al. 2001).  
∆ύο ισοµορφές της MLC2 έχουν αποµονωθεί στην τσιπούρα. Η ισοµορφή Α 
κωδικοποιεί ένα πεπτίδιο 170αα και περιέχει τρία πιθανά πολυαδενιλικά σήµατα  στο 
3’ UTR. Και τα τρία εναλλακτικά µετάγραφα της MLC2A έχουν αποµονωθεί τα 
οποία κωδικοποιούν για το ίδιο πεπτίδιο αλλά διαφορετικού µήκους της 3΄UTRs 
(280bp, 788bp και 876bp) και παράγονται µε τη χρήση εναλλακτικού σήµατος  
πολυαδενυλίωσης. Η ισοµορφή Β της MLC2 αποτελείται επίσης από 170αα. Η 
ισοµορφή  Β έχει ανιχνευθεί σε πολλούς ιστούς όπως κόκκινο, λευκό στον καρδιακό 
µυ, τους νεφρούς, το ήπαρ, τη σπλήνα, τον εγκέφαλο, στα βράγχια, και την 
επιδερµίδα. Η ισοµορφή Α εµφανίζεται νωρίτερα κατά την έναρξη της 
σωµατογένεσης. Το µετάγραφο του παραµένει σε υψηλά επίπεδα κατά τη διάρκεια 
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της υπερπλασίας και µειώνεται σηµαντικά κατά τη µετά  µεταµόρφωση. Υβριδισµός 
in situ έδειξε ότι η ισοµορφή  Α εκφράζεται στις νεοσχηµατιζόµενες λευκές µυϊκές 
ίνες και µετά τη µεταµόρφωση η έκφραση περιορίζεται σε µικρά µυογενετικά 
κύτταρα µεταξύ των ώριµων µυϊκών ινών. Η ισοµορφή Β  εµφανίζεται µετά την 
εκκόλαψη και η έκφραση του παραµένει χαµηλή κατά τα προνυµφικά στάδια.  
Στις µελέτες διατροφής των ψαριών σε ιχθυοκαλλιέργειες είναι δύσκολος ο έλεγχος 
του µεµονωµένου ταΐσµατος και δίνει ξεχωριστές εκτιµήσεις στη συσσώρευση της 
πρωτεΐνης.  Η αύξηση θεωρείται ότι συνδέεται στενά µε την πρωτεϊνική συσσώρευση 
(Carter et al 2001). Ένα µόριο που συνδέει την αύξηση και την πρωτεϊνική 
συσσώρευση είναι το γονίδιο της µυοσίνης βαριάς αλυσίδας (MyHC) που είναι 
παρών κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του µυ στα ψάρια (Gauvry & Fauconneau, 
1996). Κατά την αύξηση, όταν οι λευκές µυϊκές ίνες αυξάνονται σε µέγεθος 
(υπερτροφική αύξηση) η αύξηση στο σώµα περιφερειακά ενισχύεται από νέες µυϊκές   
ίνες  (υπερπλασία) αλλά σε µεγάλο µέρος οδηγείται από υπερτροφικές  ίνες (Johnston 
et, 2000). Οι Overturf και Hardy (2001) παρατήρησαν διαφορές στα σχετικά επίπεδα 
έκφρασης MyHC στο µυ ανάµεσα σε οµάδες πέστροφας µε διαφορετικό  διατροφικό 
καθεστώς χρησιµοποιώντας real-time RT-PCR. Προτάθηκε ότι αυτή η έκφραση 
στοιχείων µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να µετρήσει τις διαφορές στην πρωτεϊνική 
σύνθεση µυών στα ψάρια σε συνδυασµό µε ποικίλα θρεπτικά επίπεδα. Η real-time 
RT-PCR είναι µια προτεινόµενη µέθοδος για να συγκρίνει την έκφραση των επιπέδων 
του mRNA σε διαφορετικό δείγµα πληθυσµού  (Orlando et al., 1998; Bystin 2000; 
Overturf, et, al., 2001). 
Η ανάπτυξη στα ψάρια  είναι το άθροισµα της απόθεσης πρωτεϊνών και λιπιδίων και 
είναι λογικό  η έκφραση της  MyHC να συσχετίζεται καλύτερα  µε την εναπόθεση 
πρωτεϊνών στους µύες απ’ ότι µε τον καθορισµένο δείκτη αύξησης (SGR). 
 
1.11. Σκοπός της εργασίας  
 
Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η µελέτη της επίδρασης σιτηρεσίων που 
περιέχουν ρεβύθι ή µπιζέλι σε διαφορετικές συγκεντρώσεις στην έκφραση των δύο 
ισoµορφών της MLC2 και της µυογενίνης στην τσιπούρα. Στόχος είναι να 
διερευνηθεί η δυνατότητα της  MLC2 να αποτελέσει ένα µοριακό δείκτη αύξησης του 
λευκού µυ. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
2.1 Εκτροφή ψαριών. 
Άτοµα τσιπούρας µέσου βάρους 325,4 g ± 48,8 µοιράστηκαν τυχαία σε δώδεκα 
κλωβούς στις εγκαταστάσεις της ΣΕΛΟΝΤΑ ΑΕ στον όρµο Σελόντα. 
Παρασκευάσθηκαν τέσσερα (4) πειραµατικά σιτηρέσια από την εταιρεία BIOMAR 
HELLENIC και το καθένα ταϊζόταν σε τρεις κλωβούς στο προτεινόµενο επίπεδο 
σύµφωνα µε τη θερµοκρασία του νερού και το µέσο βάρος των ψαριών. Η τροφή 
χορηγούνταν µε το χέρι σε δύο γεύµατα την ηµέρα. Το πείραµα ήταν διάρκειας 230 
ηµερών από τις 6 ∆εκεµβρίου έως τις 27 Ιουλίου. Τα ψάρια υποβλήθηκαν στις 
φυσικές αλλαγές θερµοκρασίας νερού και φωτοπεριόδου. Το τελικό βάρος των 
ψαριών ήταν 451,5 g ± 86,2. 
Σύνθεση και Σύσταση Πειραµατικών Σιτηρεσίων 
Η σύνθεση και η σύσταση των τεσσάρων πειραµατικών σιτηρεσίων που 
χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη δίνονται στον Πίνακα 2.1. 
Πίνακας 2.1. Πίνακας  τροφών  
 FM P14  ChP14  ChP20  
ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ % ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ % ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ % ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ % 
ΙΧΘΥΑΛΕΥΡΟ 
70% 28 
ΙΧΘΥΑΛΕΥΡΟ 
70% 28,0 
ΙΧΘΥΑΛΕΥΡΟ 
70% 28,0 
ΙΧΘΥΑΛΕΥΡΟ 
70% 28,0 
ΣΟΓΙΑΛΕΥΡΟ 48 19 ΗΛΙΑΛΕΥΡΟ 37 15,0 ΗΛΙΑΛΕΥΡΟ 37 15,0 ΡΕΒΥΘΙ 20,0 
ΗΛΙΑΛΕΥΡΟ 37 15 ΜΠΙΖΕΛΙ 14,0 ΡΕΒΥΘΙ 14,0 ΗΛΙΑΛΕΥΡΟ 37 12,1 
ΙΧΘΥΕΛΑΙΟ 8,9 ΙΧΘΥΕΛΑΙΟ 8,6 ΙΧΘΥΕΛΑΙΟ 8,7 ΙΧΘΥΕΛΑΙΟ 8,2 
ΓΛΟΥΤΕΝΗ 
ΑΡΑΒΟΣΙΤΟΥ 
60 7,5 ΣΟΓΙΑΛΕΥΡΟ 48 
7,5 
ΣΟΓΙΑΛΕΥΡΟ 48 
7,5 
ΓΛΟΥΤΕΝΗ 
ΑΡΑΒΟΣΙΤΟΥ 
60 
7,5 
ΣΟΓΙΕΛΑΙΟ 7,3 
ΓΛΟΥΤΕΝΗ 
ΑΡΑΒΟΣΙΤΟΥ 
60 
7,5 
ΓΛΟΥΤΕΝΗ 
ΑΡΑΒΟΣΙΤΟΥ 
60 
7,5 SA ΙΧΘΥΑΛΥΡΟ 
67% 
7,0 
SA ΙΧΘΥΑΛΥΡΟ 
67% 7 ΣΟΓΙΕΛΑΙΟ 7,3 ΣΟΓΙΕΛΑΙΟ 7,1 
ΓΛΟΥΤΕΝΗ 
ΣΙΤΟΥ 
7,1 
ΓΛΟΥΤΕΝΗ 
ΣΙΤΟΥ 5 
SA ΙΧΘΥΑΛΥΡΟ 
67% 
7,0 SA ΙΧΘΥΑΛΥΡΟ 
67% 
7,0 
ΣΟΓΙΕΛΑΙΟ 
6,9 
ΝΕΡΟ 2 
ΓΛΟΥΤΕΝΗ 
ΣΙΤΟΥ 
2,7 ΓΛΟΥΤΕΝΗ 
ΣΙΤΟΥ 
3,2 
ΝΕΡΟ 
2,9 
ΒΙΤΑΜΙΝΕΣ & 
ΙΧΝΟΣΤΟΙΧΕΙΑ 0,3 ΝΕΡΟ 2,1 ΝΕΡΟ 1,7 
ΒΙΤΑΜΙΝΕΣ & 
ΙΧΝΟΣΤΟΙΧΕΙΑ 
0,3 
 
100 
ΒΙΤΑΜΙΝΕΣ & 
ΙΧΝΟΣΤΟΙΧΕΙΑ 
0,3 ΒΙΤΑΜΙΝΕΣ & 
ΙΧΝΟΣΤΟΙΧΕΙΑ 
0,3 
    
   
100,0  100,0   100,0 
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 Τα σιτηρέσια σχεδιάσθηκαν ώστε να είναι ισοπρωτεϊνικά και ισοενεργειακά. Οι 
ποικιλίες των κτηνοτροφικών οσπρίων, που χρησιµοποιήθηκαν στα σιτηρέσια της 
παρούσας µελέτης, ήταν η ποικιλία ρεβυθιού  ΄Σέριφος΄ και η ποικιλία µπιζελιού 
‘Όλυµπος’. Χρησιµοποιήθηκαν οι συγκεκριµένες ποικιλίες διότι έχουν µεγάλες 
αποδόσεις και καλλιεργούνται παραδοσιακά ως συστατικά ζωοτροφών.  
Η µία τροφή (FM) που χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας περιείχε ιχθυάλευρο και 
σογιάλευρο ως πηγή πρωτεϊνών. Τα υπόλοιπα τρία σιτηρέσια περιείχαν µπιζέλι ή 
ρεβύθι, που υποκαθιστούσαν µερικώς το ιχθυάλευρο και πλήρως το αλεύρι σίτου. Σε 
όλα τα σιτηρέσια προστέθηκαν, ιχθυέλαιο ως πηγή λιπών και µονοφωσφορικό 
ασβέστιο (MCP) µε σκοπό να καλυφθούν οι απαιτήσεις των ψαριών σε ασβέστιο και 
φώσφορο. Επίσης, προστέθηκε το ακόλουθο εµπορικό µείγµα βιταµινών και 
ιχνοστοιχείων (Biomar Hellenic) ανά κιλό τροφής:  
Βιταµίνες  
Βιταµίνη Α: 12330 ΙU , βιταµίνη D3: 900 ΙU, βιταµίνη Κ3: 18mg, βιταµίνη Β1: 
36mg, βιταµίνη Β2:  40,5mg, βιταµίνη Β3:  117mg, βιταµίνη Β5:  64,8mg, βιταµίνη 
Β6:  22,5mg, βιταµίνη Β8:  0,9mg, βιταµίνη Β12:  0,054mg, φυλλικό οξύ:  6,3mg. 
Ιχνοστοιχεία 
Κοβάλτιο: 0,8mg, Χαλκός: 3,2mg, Iώδιο: 2,18mg, Μαγγάνιο: 99,2mg, Σελήνιο: 
0,29mg, Ψευδάργυρος: 128mg.  
Εκτός αυτών προστέθηκε βιταµίνη C 600mg, βιταµίνη Ε 50mg, χολίνη 3000mg, 
ινοσιτόλη 500mg και FeSO4 100mg.  
 
∆ειγµατοληψία και αποµόνωση RNA. 
 
∆ειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν στο τέλος του πειράµατος. Με τους 
κατάλληλους χειρισµούς, από κάθε ψάρι αφαιρούνταν περίπου 100 mg λευκού µυός 
που εµβαπτίζονταν σε RNAlater (Sigma), που εξασφαλίζει για 24 h τουλάχιστον τη 
µη αποικοδόµηση του ευαίσθητου RNA σε θερµοκρασία δωµατίου και διατηρούνταν 
στους –20οC µέχρι την εξαγωγή ολικού RNA. Η αποµόνωση ολικού RNA 
πραγµατοποιήθηκε µηχανικά (οµογενοποιητής ULTRA TURAX, IKA-WERKE) από 
τα δείγµατα ιστών σύµφωνα µε τις οδηγίες του εµπορικού προϊόντος TRI Reagent 
(Sigma), ενός φαινολικού διαλύµατος για την αποµόνωση ολικού RNA µε τη χρήση 
χλωροφορµίου και ισοπροπανόλης. Τα δείγµατα RNA που προέκυψαν 
κατακρηµνίστηκαν σε διάλυµα αιθανόλης 75% και διατηρήθηκαν στους  -80ºC. Για 
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την εξασφάλιση της καλύτερης δυνατής ποιότητας RNA, όλη η διαδικασία 
προετοιµασίας των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση διπλά 
αποστειρωµένων υλικών και DEPC ddH2O για την καταστροφή των υπαρχόντων 
νουκλεασών. 
 
Σύνθεση cDNA και έλεγχος. 
 
Τα δείγµατα RNA φυγοκεντρήθηκαν στις 12000 x g για 15 λεπτά και στους 4οC. Η 
υπερκείµενη αιθανόλη αποµακρύνθηκε και τα δείγµατα αφέθηκαν να στεγνώσουν 
µέσα σε πάγο. Ακολούθησε επαναδιαλυτοποίηση των δειγµάτων σε DEPC νερό 
(Diethyl Pyrocarbonate –Research Organics). Κατόπιν τα δείγµατα φωτοµετρήθηκαν 
για τον προσδιορισµό της ποσότητας και της ποιότητας του RNA σε κάθε δείγµα. 
Από αυτά δηµιουργήθηκαν διαλύµατα RNA 5µg/mL µε DEPC.  
Το συµπληρωµατικό DNA (cDNA) συντέθηκε στους 42οC για 50 λεπτά,  από τα 5µg 
ολικού RNA µε τη µέθοδο της αντίστροφης µεταγραφής. Ως εκκινητές  της 
αντίδρασης χρησιµοποιήθηκαν για κάθε δείγµα, σε χωριστές αντιδράσεις oligo dT(18) 
(Sigma Co, USA) και random hexamers). Το µίγµα της αντίδρασης που προστέθηκε 
σε κάθε δείγµα περιείχε: 6µL 5x RT buffer, 3µL dNTP’s, 3µL DTT (0,1 M), 0,2µL 
αναστολέα RNAase (RNAase inhibitor), και 0,2µL αντίστροφης µεταγραφάσης 
(Reverse Transcriptase, 200U/µL; GIBCO). Μετά το πέρας της διαδικασίας, 
ενοποιούνται οι αντιδράσεις κάθε δείγµατος στις οποίες χρησιµοποιήθηκαν 
διαφορετικοί εκκινητές, δηλαδή είτε oligo-dT είτε random hexamers και 
φυλάσσονταν στους –20οC. 
Για τον έλεγχο της επιτυχίας της σύνθεσης του cDNA χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος 
της PCR µε εκκινητές για την ενίσχυση της β-ακτίνης. Από κάθε ενοποιηµένο πλέον 
δείγµα χρησιµοποιούνταν 1 µl ως υπόστρωµα. Το µίγµα της αντίδρασης περιείχε: 
5 µl 10x PCR buffer 
3 µl MgCl2 (25mM) 
1 µl dNTPs (10mM)  
1 µl forward primer b-actin BAF 5' GAGGAGCACCCNGTCSTG 3' (100pmol/ µl) 
1 µl reverse primer b-actin  BAR 5' GGTGGTWCCWCCRGACARYAC 3' 
(100pmol/ µl) 
0,2 µl Taq 
37,8 µl dH2O 
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Η αντίδραση ενίσχυσης περιελάµβανε 3 min στους 94οC και 30 επαναλήψεις µε 45 
sec στους 94οC, 1 min στους 48οC και 1 min στους 72οC.  
Με το πέρας της αντίδρασης, τα δείγµατα ηλεκτροφορούνταν σε πήκτωµα αγαρόζης 
συγκέντρωσης 2%.  
 
Ανάπτυξη µεθόδου Real-Time PCR 
• ∆ιαδικασία real-time PCR 
Για  την  πραγµατοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης πραγµατικού 
χρόνου (real-time PCR ) χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα 3 µl της αντίδρασης RT. Κάθε 
αντίδραση, εκτός από το δείγµα, περιείχε : 
 21,7 µl SYBER GREEN 
 1 µl forward primer (10 pmol/ µl) 
 1 µl reverse primer (10 pmol/ µl) 
 16.6 µl dH2O 
 
έτσι ώστε ο όγκος κάθε δείγµατος να ρυθµιστεί στα 43,3 µl. Από αυτό 
χρησιµοποιούνταν 20 µl για την αντίδραση, η οποία επαναλαµβάνονταν  εις διπλούν. 
Τα δείγµατα φυγοκεντρούνταν στιγµιαία, πριν τοποθετηθούν στο µηχάνηµα της real-
time PCR. Οι συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν κοινές για όλα τα ζεύγη 
εκκινητών και περιλάµβαναν τα εξής βήµατα: 
1 min στους 95οC και 40 επαναλήψεις µε 1 min στους 95οC, 30 sec στους 60οC και 
1min στους 72οC. Ακολουθούσε η αντίδραση αποδιάταξης (dissociation) µε σταδιακή 
αύξηση της θερµοκρασίας από τους 55 οC στους 95 οC. 
 
• Πρότυπες καµπύλες-υπολογισµός απόδοσης αντίδρασης  
Για κάθε ιστό δηµιουργήθηκε ένα συλλεκτικό δείγµα ενώνοντας 1µl από τις 48 
διαφορετικές µεταχειρίσεις του κάθε ιστού. Στη συνέχεια για κάθε συλλεκτικό δείγµα 
έγιναν οι εξής διαδοχικές αραιώσεις: 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 και 1:1000. Στις 
αραιώσεις αυτές εφαρµόστηκε η real–time PCR µε σκοπό την κατασκευή των 
πρότυπων καµπυλών του κάθε ιστού. Μέσω της κλίσης της κάθε καµπύλης 
υπολογίστηκε ο βαθµός απόδοσης (efficiency) κάθε αντίδρασης χρησιµοποιώντας τον 
εξής τύπο :  
Efficiency = 10( -1/slope) – 1,  
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όπου slope η κλίση της πρότυπης καµπύλης.  
 
 Πίνακας 2.2. Τα γονίδια που µελετήθηκαν, οι αριθµοί πρόσβασης στην GenBank, 
οι εκκινητές και το µέγεθος του ενισχυµένου  προϊόντος 
 
Γονίδιο Εκκινητής 
Μέγεθος 
προϊόντος 
EF1α 
AF184170 
FW    5’ TCAAGGCATGGAAGGTTGAG 3’ 
152 bp 
RV    5’ AGTTCCAATACCGCCGAT 3’ 
RPS18 
AM490061 
FW    5’ AGGGTGTTGGCAGACGTTAC 3’ 
197 bp 
RV    5’ CAGGACCTGGCTGTATTTGC 3’  
MLC2A 
FW    5’ GCCCCATCAACTTCACCGTCTTT 3’ 
184 bp 
RV    5’ GGTTGGTCATCTCCTCAGCGG 3’ 
MLC2B 
FW    5’ TCCCTTTGCTATTCTGCCTTC 3’ 
242 bp 
RV    5’ AAATCAGCCCTATTCCCCATA  3’ 
Myogenin 
FW    5’ CAGAGGCTGCCCAAGGTGGAG 3’ 
183bp 
RV    5’ CAGGTGCTGCCCGAACTGGGCTCG 3’ 
 
     Πίνακας 2.3 Αναλυτική παρουσίαση της απόδοσης της αντίδρασης ανά ζεύγος 
εκκινητών 
 
 
 
 
∆εδοµένης της απόδοσης της αντίδρασης για κάθε ιστό και γονίδιο, χρησιµοποιήθηκε 
η συγκριτική µέθοδος (comparative ct method) για τον προσδιορισµό της ποσότητας 
του mRNA-στόχου (Čikoš et al. 2007), στην οποία το ct προσδιοριζόταν στο ίδιο 
επίπεδο φθορισµού για όλα τα δείγµατα στην εκθετική φάση της αντίδρασης. Η 
αρχική ποσότητα του mRNA-στόχου είναι ανάλογη του φθορισµού στην αρχή της 
αντίδρασης και προσδιορίζεται σύµφωνα µε τον τύπο:  
 
R0= 1/(E+1)ct 
 
 EF1a RPS18 MLC2A MLC2B Myogenin 
E 0,9662 
 
0,9540 
 
0,9540 
 
0,9898 
 
0,7686 
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όπου  
R0, τα επίπεδα φθορισµού στην έναρξη της αντίδρασης, ανάλογα µε την αρχική 
ποσότητα του mRNA-στόχου,  
Ε, η απόδοση της αντίδρασης, και 
Ct, ο αριθµός κύκλων αντίδρασης για ένα συγκεκριµένο επίπεδο φθορισµού στην 
εκθετική φάση της αντίδρασης.  
 
• Γονίδια αναφοράς- υπολογισµός παράγοντα κανονικοποίησης 
Στην παρούσα εργασία µε την µέθοδο της Real-time PCR χρησιµοποιήθηκαν δύο (2) 
γονίδια αναφοράς, τα οποία έχουν αποδειχθεί ως τα πλέον σταθερά σε προηγούµενες 
µελέτες γονιδιακής έκφρασης στο λευκό µυ της τσιπούρας: 
• EF1a 
• RPS18 
 
Για τον υπολογισµό των επιπέδων R0 των γονιδίων αναφοράς χρησιµοποιήθηκε η 
συγκριτική µέθοδος (comparative ct method). Ο παράγοντας κανονικοποίησης για 
κάθε δείγµα, υπολογίστηκε ως ο γεωµετρικός µέσος των δύο γονιδίων αναφοράς. Η 
έκφραση όλων των γονιδίων στόχων κανονικοποιήθηκε σύµφωνα µε αυτόν τον 
παράγοντα κανονικοποίησης: 
Κανονικοποιηµένη έκφραση= έκφραση του γονιδίου/ παράγοντα κανονικοποίησης. 
 
Στατιστική ανάλυση 
 
Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων θα γίνει µε το πρόγραµµα REST 2008 
(Pfaffl et al. 2002), το οποίο επιτρέπει την κανονικοποίηση των επιπέδων έκφρασης 
των γονιδίων στόχων µε πολλαπλά γονίδια αναφοράς. Το REST 2008 είναι 
σχεδιασµένο για τη σύγκριση αποτελεσµάτων ανάµεσα σε µια οµάδα µάρτυρα και 
µια πειραµατική οµάδα και υπερβαίνει το πρόβληµα της στατιστικής ανάλυσης 
αναλογιών που δεν παρουσιάζουν κανονική κατανοµή εισάγοντας απλές στατιστικές 
δοκιµασίες τυχαιοποίησης (randomization tests) και λαµβάνοντας υπόψη το βαθµό 
απόδοσης κάθε αντίδρασης.  
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3. Αποτελέσµατα  
 
Η έκφραση όλων των γονιδίων-στόχων κανονικοποιήθηκε σύµφωνα µε τον 
παράγοντα κανονικοποίησης, όπως αυτός προκύπτει από το geNorm. Τα 
αποτελέσµατα της κανονικοποιηµένης έκφρασης (Εικ. 3.1-3.3) υποδεικνύουν ότι η 
διατροφή µε σιτηρέσια που περιείχαν όσπρια δεν είχε στατιστικώς σηµαντική 
επίδραση στην έκφραση των ισοµορφών της MLC2 στο λευκό µυ µετά από 230 
ηµέρες εκτροφής. Συνολικά, τα επίπεδα έκφρασης της MLC2Β ήταν σχετικά 
αυξηµένα συγκριτικά µε την ισοµορφή MLC2Α. Αν και η επίδραση των οσπρίων δεν 
ήταν στατιστικώς σηµαντική, η έκφραση των δύο ισοµορφών ακολούθησε αντίθετο 
πρότυπο. Έτσι η αύξηση της περιεκτικότητας σε ρεβύθι οδήγησε σε µείωση της 
έκφρασης της MLC2Α και αύξηση της έκφρασης της MLC2Β.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 3.1. Κανονικοποιηµένη έκφραση (ΜΟ+ΤΣ) της MLC2A στο λευκό µυ 
τσιπούρας που διετράφηκε µε σιτηρέσια µε διαφορετικές διατροφικές πρωτεΐνες για 
230 ηµέρες (FM: ιχθυάλευρο, P14: µπιζέλι 14%, ChP14: ρεβύθι 14%, ChP20: ρεβύθι 
20%).  
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Εικόνα 3.2.  Κανονικοποιηµένη έκφραση (ΜΟ+ΤΣ) της MLC2Β στο λευκό µυ 
τσιπούρας που διετράφηκε µε σιτηρέσια µε διαφορετικές διατροφικές πρωτεΐνες για 
230 ηµέρες (FM: ιχθυάλευρο, P14: µπιζέλι 14%, ChP14: ρεβύθι 14%, ChP20: ρεβύθι 
20%). 
 
 
Τα επίπεδα έκφρασης της µυογενίνης, που αποτελεί ρυθµιστικό παράγοντα της 
µυογένεσης, ήταν σχετικά σταθερά µεταξύ των διαφορετικών µεταχειρίσεων (Εικ. 
3.3). Αυτό είναι σε συµφωνία µε προηγούµενα αποτελέσµατα όπου η έκφραση της 
µυογενίνης ακολουθεί το πρότυπο έκφρασης της MLC2Α. 
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Εικόνα 3.3. Κανονικοποιηµένη έκφραση (ΜΟ+ΤΣ) της µυογενίνης στο λευκό µυ 
τσιπούρας που διετράφηκε µε σιτηρέσια µε διαφορετικές διατροφικές πρωτεΐνες για 
230 ηµέρες (FM: ιχθυάλευρο, P14: µπιζέλι 14%, ChP14: ρεβύθι 14%, ChP20: ρεβύθι 
20%). 
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4. Συζήτηση 
 
Τα συστατικά ορισµένων οσπρίων όπως του µπιζελιού ή της σόγιας παρουσιάζουν 
βιολογική δραστικότητα δευτερογενών µεταβολιτών που µπορούν να εισέλθουν στην 
κυκλοφορία. Οι δευτερογενείς  µεταβολίτες  παρουσιάζουν δοµικά και λειτουργικά 
χαρακτηριστικά των φυσικών οιστρογόνων και είναι γνωστά ως φυτοοιστρογόνα. Τα 
ισοφλαβονοειδή είναι η περισσότερο µελετηµένη οµάδα από τα φυτοοιστρογόνα. Η 
σόγια περιέχει εκτός από πρωτεΐνες και λιπίδια υψηλής θρεπτικής αξίας και ουσίες µε 
δοµικές οµοιότητες µε τα οιστρογόνα.  
Ο µηχανισµός µέσω των οποίων οι ισοφλαβόνες µπορούν να ασκήσουν αυτές τις 
λειτουργίες δεν βασίζεται µόνο στις οιστρογονικές ικανότητες των ισοφλαβόνων, 
αλλά και στο ρόλο τους ως πρωτεΐνες αναστολής της κινάσης της τυροσίνης, ως 
ρυθµιστές της µεταγραφής των γονιδίων, ρυθµιστές των παραγόντων µεταγραφής,  
ως αντιοξειδωτικά, καθώς και µε την τροποποίηση της δράσης  ορισµένων ενζύµων 
(Consensus Option 2000). 
 Επιδηµιολογικές και πειραµατικές µελέτες αναφέρουν ότι δίαιτες πλούσιες σε 
φυτοοιστρογόνα µπορεί να έχουν προστατευτική δράση σε οιστρογονοεξαρτώµενες 
καταστάσεις, όπως εµµηνοπαυσιακά συµπτώµατα και οιστρογονοεξαρτώµενες 
ασθένειες όπως ο καρκίνος του µαστού, η οστεοπόρωση και τα καρδιοαγγειακά 
νοσήµατα, στεροειδή και αντιστεροειδή δράση, µετάδοση κυτταρικών σηµάτων 
καθώς και την ανάπτυξη των κυττάρων και τον θάνατο. 
 Έρευνες σε ζώα και ανθρώπους έχουν δείξει ότι η διαιτητική πρωτεΐνη σόγιας που 
περιέχει ισοφλαβόνες µείωσε την αρτηριακή πίεση, βελτίωσε το λιπιδικό προφίλ και 
αποκατέστησε την αγγειακή λειτουργία (Teede et al,. 2001). Έχει ευεργετικές 
επιδράσεις στην καρδιαγγειακή υγεία καθώς µειώνεται το συνολικό ποσό των 
λιποπρωτεϊνών και κυρίως της LDL- λιποπρωτεΐνης και χοληστερόλης, αυξάνοντας 
ταυτόχρονα την HLD-λιποπρωτεΐνη (Potett et al., 1998). Ισοφλαβόνες σόγιας 
αναστέλλουν τον πολλαπλασιασµό των λείων αγγειακών µυών και αυτό συµβάλει 
στην πρόληψη της αθηροµατικής καρδιακής νόσου (Ran et al., 2001). 
Μετά την έναρξη της εµµηνόπαυσης η µείωση παραγωγής  ορµονών αλλάζει το 
µεταβολισµό των σκελετικών µυών, τα δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά. Το  
πρότυπο  έκφρασης της µυοσίνης βαριάς αλυσίδας ορίζει την ταχύτητα σύσπασης 
των µυών και για αυτό είναι ένας σηµαντικός παράγοντας για τη λειτουργία των 
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σκελετικών µυών (Velders et al., 2010). Η έκφραση την MHC σε ποντίκια που τους 
είχαν αφαιρεθεί οι ωοθήκες και τους χορηγούνταν 17β-οιστραδιόλη και γενιστεΐνη 
επηρεάστηκε από τα οιστρογόνα και την άσκηση σε ένα είδος µυ µε συγκεκριµένο 
τρόπο και οι επιπτώσεις αυτές συνδέονται κυρίως µε τους οιστρογονικούς υποδοχείς 
(ERb) (Velders et al.,2010).  
 
Ένας από τους σηµαντικότερους παράγοντες για τη λήψη αποτελεσµατικών 
αποφάσεων στην διαµόρφωση µιας δίαιτας είναι τι επίπτωση έχει η διατροφή στην 
ανάπτυξη των µυών. Οι διάφορες τεχνικές που χρησιµοποιούνται για µελέτες 
αξιολόγησης περιλαµβάνουν µέτρηση του µήκους και του βάρους (Kincaid 1983), τα 
επίπεδα ανάπτυξης των ορµονών (Farbridge & Leathcrland l991), ανάλυση του λόγου  
DNΑ /RNΑ (Peragon et al 2000), ποσοτικές αλλαγές στην οτολιθική µικροδοµή 
(Wadie et al. 1989), ενσωµάτωση των επονοµαζόµενων αµινοξέων  (Cowey & 
Walton 1988: Carter et al. 1994), τη διατήρηση του αζώτου (Kim et al. 1987) και 
άλλων βιοχηµικών παραµέτρων (Bastrop et al. 1992). Επιπλέον είναι σηµαντικό για 
την καλλιέργεια ψαριών να υπάρχει η ικανότητα παρακολούθησης της αύξησης των 
ψαριών στις εγκαταστάσεις παραγωγής. Σε αυτή την άποψη ένα από τα 
σηµαντικότερα κριτήρια για την ανάπτυξη των ψαριών, σχετιζόµενο µε την εµπορική 
παραγωγή είναι η παρακολούθηση του µυϊκού βάρους (το φιλέτο) σε σχέση µε το 
σπλαχνικό λίπος. Ως εκ τούτου επειδή η µυοσίνη είναι ένα σηµαντικό συστατικό των 
µυϊκών ινών, αυτό θα ήταν µία εξαιρετική µέθοδος για την παρακολούθηση της 
ανάπτυξης των ψαριών στα ιχθυοτροφία. Χρησιµοποιώντας το πρότυπο της real-time 
RT-PCR εντοπίζουµε διαφορές στα σχετικά επίπεδα  της έκφρασης της µυοσίνης 
ανάµεσα σε οµάδες ψαριών. Αυτή η νέα µέθοδος µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να 
µετρήσει διαφορές στη µυϊκή σύνθεση στα ψάρια συνδυασµένη µε διάφορα θρεπτικά 
επίπεδα, περιβαλλοντικούς παράγοντες, στάδια κύκλου ζωής και κατάσταση υγείας.   
Οι MLC2A και MLC2B αποκάλυψαν επικάλυψη στα πρόωρα στάδια ανάπτυξης της 
τσιπούρας. Και οι δύο MLC εκφράστηκαν αποκλειστικά στο λευκό µυ και δεν 
παρατηρήθηκε καµία έκφραση στο επιδερµικό στρώµα του ερυθρού µυ. ∆ύο 
ξεχωριστές ζώνες πολλαπλασιασµού µυϊκών ινών εµφανίστηκαν στη ραχιαία και 
κοιλιακή επιφάνεια των λαρβών χαρακτηριζόµενες από ίνες µικρού µυϊκού 
διαµετρήµατος, ενώ η διάµετρος της ίνας σταδιακά αυξάνονταν από τις πλευρικές 
ζώνες προς το οριζόντιο µυοδιάφραγµα. Παρατηρήθηκε µία αύξηση στην αύξηση της 
διαµέτρου της ίνας στα βαθύτερα στρώµατα του λευκού µυ δίπλα στη νωτοχορδή 
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ενδεικτικό της υπερτροφικής δραστηριότητας. Την ίδια στιγµή  η έκφραση των 
πρωτεϊνών   MLCs γινόταν  περιοριστική  στην περιφέρεια των ώριµων µυϊκών ινών 
και ήταν κυρίαρχες στις βλαστικές ζώνες. 
Οι δύο ισοµορφές MLC2 στην τσιπούρα επιδεικνύουν ένα διαφορετικό πρότυπο 
ιστικής κατανοµής. Η ισοµορφή Α περιορίζεται στο λευκό µυ, αντιθέτως η ισοµορφή 
Β ήταν ευρέως διαδεδοµένη σε όλους τους ιστούς που ελέγχθηκαν. Οι διαφορετικές 
συσταλτικές πρωτεΐνες των δύο ισόµορφων, η παρουσία τους στους διάφορους 
ιστούς, και η έκφραση τους κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης τις καθιστούν σηµαντική 
πληροφορία για την κατανόηση της διαµόρφωσης του σχηµατισµού των µυών και τη 
λειτουργία του στην αρχή της ανάπτυξης για τη µελέτη των αποτελεσµάτων προ-
γενετήσιων γεγονότων πάνω στην µετά-γενετήσια ανάπτυξη. 
 
Η οικονοµική κρίση που επέφερε η αύξηση των τιµών του πετρελαίου, καθώς και η 
επέκταση της βιοµηχανίας βιο-αιθανόλης και βιοντίζελ έχουν δηµιουργήσει ένα 
ασταθές µέλλον για την παραγωγή  ζωοτροφών και των τιµών εν γένει. Η 
αυξανόµενη ζήτηση, οι τιµές και οι  διακυµάνσεις στην προσφορά της παγκόσµιας 
αγοράς για τα ιχθυάλευρα, ιχθυέλαια, σογιάλευρο, τον αραβόσιτο και το σιτάλευρο, 
τονίζουν την ανάγκη να µειωθεί η ενσωµάτωσή τους στις ζωοτροφές και ταυτόχρονα 
αυξάνουν το φάσµα των πρώτων υλών. Λόγω των χαµηλών τιµών και της 
µεγαλύτερης διαθεσιµότητας στην αγορά φυτικών πηγών προέλευσης υψηλής 
πρωτεϊνικής σύστασης η προσθήκη αυτών των τροφών στα ψάρια έχει αυξηθεί 
σηµαντικά. Τα λούπινα (Lupinus sp.) θεωρούνται ως ένα από τα όσπρια µε τις 
υψηλότερες δυνατότητες λόγω της υψηλής τους πρωτεϊνικής σύστασης (30%-50%) 
και το χαµηλό κόστος αγοράς. Αρκετές πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι το άλευρο από 
σπόρους λούπινου µπορεί να είναι µια καλή εναλλακτική φυτική πρωτεΐνη µε υψηλή 
θρεπτική αξία όταν χρησιµοποιείται σε επίπεδα πάνω από 30% ή 40% σε δίαιτες για 
την πέστροφα (De la Higuera et al., 1988; Hughes, 1988; Gomes & Kaushik, 1989). 
Για την παραγωγή τους γίνεται υπεραλίευση µε αποτέλεσµα τη µείωση του 
θαλασσίου πλούτου. Η χρήση των ιχθυελαίων  στις ιχθυοτροφές είναι περιορισµένη  
λόγω της διαθεσιµότητας, της υψηλής τιµής (SOFIA, 2006) και της πιθανής 
παρουσίας επιµόλυνσης  από διοξίνες ή παρόµοιων µε τις διοξίνες  πολυχλωριωµένων  
διφαινυλίων που µπορεί να µεταφερθούν και να συσσωρευτούν  στο βρώσιµο τµήµα 
του εκτρεφόµενου ψαριού. Η µεγάλη αύξηση των τιµών  του σογιάλευρου τα 
τελευταία έτη (Josupeit, 2008) είναι περιοριστικός παράγοντας για τη χρήση του στα 
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σιτηρέσια. Επιπλέον οι αυστηροί κανόνες της Ε.Ε. που εγκρίθηκαν το 2003 σχετικά 
µε την απελευθέρωση γενετικά τροποποιηµένων σπόρων στο περιβάλλον, η 
ιχνηλασιµότητα, η σήµανση και η χρήση τους στις ζωοτροφές (Euractiv, 2006) 
αποδείχθηκε  περιοριστικός παράγοντας  στη χρήση τους ως ιχθυάλευρα.  
 
Είναι πλέον καλά τεκµηριωµένο ότι τα ιχθυάλευρα µπορούν εν µέρει να 
υποκατασταθούν από εναλλακτικές πηγές πρωτεϊνών αλλά η επιτυχία της συνολικής 
αντικατάστασης των ιχθυαλεύρων χωρίς δυσλειτουργία ανάπτυξηs ήταν πολύ 
περιορισµένη (Kaushik et al., 1995; Rodehutscord et al., 1995; Watanabe et al., 
1998). 
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